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69 Pharmazeutische Zusammeusetiung zur Behandlung von Parathyreoid-Hormon induzierter
Knochenresorption.

@ Wird Parathyreoid-Hormon im Uberschuss syntheti-

siert, so induziert es pathologische Knochenresorp-
tion und Demineralisierung und bewirkt Hypocalcaemie,
die ihrerseits toxische Effekte im Weichgewebe auslost. Es
wird eine pharmazeutische Zusammensetzung beschrie-
ben, die als Wirkstoff nicht toxische, wasserldsliche, phar-
mazeutisch akzeptable Derivate der Peroxydiphosphor-
sdure enthdlt, und die bei oraler oder systemischer Ver-
abreichung die durch Parathyreoid-Hormon induzierte
Knochenresorption in vitro und in vivo bei Warmbliitern
inhibiert.
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PATENTANSPRUCHE

1. Pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung
von Parathyreoid-Hormon induzierter Knochenresorption,
dadurch gekennzeichnet, dass sie als Wirkstoff eine nicht-
toxische, wasserlosliche, pharmazeutisch akzeptable Peroxy-
diphosphat-Verbindung enthélt.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Peroxydiphosphat-Verbindung in einer
Menge von etwa 0,1 bis 7% in einem pharmazeutischen Tri-
ger vorhanden ist.

3. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, dass die Peroxydiphosphat—Verbin—
dung in Form von tablettierten Granula vorliegt, die mit ei-
nem Uberzug versehen sind, der bei der Passage durch den
Magen des Warmbliitlers mcht abgebaut wird, und der
durch die Intestinalfliissigkeit mit einem pH-Wert von 5 bis
10 aufgeldst wird.

4. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, dass die Peroxydiphosphat-Verbin-
dung in einer Lésung von nicht-pyrogenem destilliertem
Wasser und Phosphat gepuffertem Natriumchlorid vorliegt.

5. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, dass die Peroxydiphosphat-Verbin-
dung als Salz eines Alkalimetalls, von Zink, Zinn oder qua-
terndrem Ammonium oder als C _12-Alkyl-, Adenylyl-,
Guanylyl-, Cytosylyl- oder Thymylylester vorliegt.

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Peroxydiphosphat-Verbindung als Ka-
liumsalz vorliegt.

7. Zusammensetzung nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Peroxydiphosphat-Verbindung als C;_»-
Ester vorliegt.

- 8. Zusammensetzung nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Peroxydiphosphat-Verbindung als Adeny-
lyl-, Guanylyl-, Cytosylyl- oder Thymylylester vorliegt.

BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft pharmazeutische Zusammenset-
zungen zur Behandlung und Inhibierung von Knochenre-
sorption und Demineralisierung, verursacht durch exzessive
Sekretion von Parathyreoid-Hormon (PTH). Derartige
Knochenresorption und Demineralisierung bewirken Hypo-
calcaemie, welche toxische Effekte im Weichgewebe auslost.

Knochenresorption oder Demineralisierung kénnen di-
rekt oder indirekt als Folge von Verdnderungen des Cal-
cium- und Phosphatgehaltes in den K 6rperfliissigkeiten
warmbliitiger Tiere auftreten.

Normalerweise wird PTH in den erforderlichen physiolo-
gischen Mengen sekretiert, die zu unterschiedlichen Zeiten je
nach Bedarf des Korpers variieren. Es nimmt dabei an der
Regulierung der metabolischen Aktivitdten von Knochen,
Nieren und der intestinalen Absorption von Calcium bei
Warmbliitern wie Menschen teil. Es kann jedoch zu einer ex-
zessiven Synthese von PTH kommen, beispielsweise bei pri-
mérem Hyperparathyreoidismus, wobei pathologische Kno-
chenresorption und Demineralisierung induziert wird. Die
als Folge auftretende Hypocalcaemie hat toxische Effekte im
Weichgewebe.

Ein besonders wichtiger Zustand, bei dem PTH beschleu-
nigte Knochendémineralisierung ausldst, ist Osteoporose,
die gewohnlich bei Frauen in der Postmenopause auftritt
(Calcium Tissue Intl. 35, Seiten 708 —711 /1983)).

5 Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein therapeu-
tisches Mittel zu schaffen, mit Hilfe dessen die durch PTH
induzierte Knochenresorption inhibiert werden kann,

Die vorliegende Erfindung betrifft demgemdss eine phar-
mazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von Para-

10 thyreoid-Hormon induzierter Knochenresorption, die da-
durch gekennzeichnet ist, dass sie als Wirkstoff, insbesonde-
re zur oralen Behandlung eines warmblutlgen Sdugers mit
Parathyreoid-Hormon-Ubersekretion eine Dosismenge von
etwa 0,1 —6 g/kg Korpergewicht und zur systemischen Be-

15 handlung eine Dosismenge von 0,1 —2 g/kg K6rpergewicht,
eine nicht-toxische, wasserlosliche, pharmazeutisch akzep-
table Peroxydiphosphat-Verbindung enthlt.

PTH und seine Wirkungen sind in «The Role of Calcium
in Biological Systems», Band II, Anghileri, CRC Press, Boca

20 Raton, Florida, 1982, Kapitel II, Seiten 204—212 beschrie-
ben. PTH ist ein einkettiges Protein, das 84 Aminosduren
enthilt. Es kann als PTH (1 —84) charakterisiert werden.
PTH wird im K6rper aus einer Vorstufe synthetisiert, die als
Pro-PTH bezeichnet wird un 90 Aminoséduren enthélt. Pro-

25 PTH ist selbst ein Zwischenprodukt, das aus einem Protein
mit 115 Aminoséduren synthetisiert wird und als Pra-Pro-
PTH bezeichnet wird. Typischerweise wird bei Warmbliitern
PTH enzymatisch auf einem Syntheseweg aus seinen Vorstu-
fen gebildet, und das PTH wird dann in den fiir den Korper

30 erforderlichen Mengen in den Kreislauf sekretiert. PTH

schiitzt den Organismus vor schwerer Hypocalcaemie. Dem-

gemiss ist dann, wenn die zirkulierende K onzentration von
ionisiertem Calcium im Kreislauf niedrig ist, die Sekretions-
rate von PTH stimuliert.

Die metabolische Aktivitdt von Knochen, Niere und In-
testinalorganen wird direkt oder indirekt durch PTH beein-
flusst, um die Calciumresorption und Phosphatausscheidung.
zu steigern. Insbesondere Knochen wird durch PTH in einer
Weise beeinflusst, die sowohl zeit- als auch dosisabhéngig
40 ist. Hohe PTH-Dosen steigern zunichst die Knochenresorp-
tionsrate gefolgt von einem Anstieg der Knochenbildungsra-
te. Im frithen Stadium tritt ferner eine Steigerung der Netto-
abgabe von Calcium ein, die von der Knochenresorption un-
abhéngig ist. .

Wird PTH exzessiv und nicht in Ubereinstimmung mit
der normalen Dosis/Zeit-Relation als Reaktion auf die me-
tabolischen Erfordernisse sekretiert, so tritt iiberméssige
Knochenresorption und Demineralisierung ein, die zu Hy-
pocalcaemie und toxischen Effekten in den Weichteilen
5o fithrt.

Es ist bekannt, dass Wasserstoffperoxid Methioningrup-
pen oxidiert. Man kénnte vermuten, dass eine derartige Re-
aktion die PTH-Aktivitdt reduziert. Uberraschenderweise ist
jedoch die Reduktion der PTH-Aktivitét, die durch Wasser-

ss stoffperoxid bewirkt wird, erheblich niedriger als diejenige,
die erfindungsgemiB bei Verwendung einer Peroxydiphos-
phat-Verbindung erreicht wird. Dariiber hinaus wirkt Per-
oxydiphosphat in Warmbliitern sicher, kompatibel und effi-
zient, da es enzymatisch durch alkalische und saure Phos-

60 phatasen nach der folgenden Gleichung abgebaut wird:
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in der X ein nicht-toxisches, pharmazeutisch akzeptables
Kation oder ein Rest einer organischen Estergruppe ist. Per-
oxydiphosphat abbauende Phosphatasen sind sowohl im
Speichel als auch im Plasma, der Intestinalfliissigkeit und
den weissen Blutk6rperchen vorhanden.

Anscheinend ist die langsame Sauerstofffreisetzung zum
Inhibieren der iiberméssigen PTH-Sekretion besonders wirk-
sam und reduziert damit die unerwiinschten und toxischen
Effekte der iibermissigen PTH-Sekretion.

Die Peroxydiphosphat-Verbindung (PDP) liegt als nicht-
toxische, pharmazeutisch akzeptable Verbindung vor, die
iiber die in der US-PS 4 041 149 beschriebenen Salze hinaus-
geht. '

Die Verbindungen schliessen Alkalimetallsalze, wie bei-
spielsweise Lithium-, Natrium- und Kaliumsalze, Erdalkali-
metallsalze, wie beispielsweise Magnesium-, Calcium- und
Strontiumsalze sowie Zink-, Zinnsalze und quaterndre Am-
moniumsalze und ferner organische C,_j,-Alkyl-, Adenylyl-,
Guanylyl-, Cytosylyl- und Thymylylester von Peroxydiphos-
phat und dergleichen ein. Alkalimetalle, insbesondere das
Kaliumsalz ist unter den anorganischen Kationen bevorzugt.
Das Tetrakaliumperoxydiphosphat ist ein stabiler, geruchlo-
ser, feinteiliger, freifliessender, weisser und nicht-hygrosko-
pischer kristalliner Feststoff mit einem Molekulargewicht
von 346,35 und einem Gehalt an aktiven Sauerstoff von
4,6%.

Tetrakaliumperoxydiphosphat ist bei 0 — 61 °C zu
47—51% wasserl6slich, jedoch unléslich in iiblichen L6-
sungsmitteln wie Acetonitril, Alkoholen, Ethern, Ketonen,
Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid und dergleichen. Eine
2%-ige wiissrige Losung hat einen pH-Wert von etwa 9,6
und eine gesdttigte Losung besitzt einen pH-Wert von etwa
10.9. Eine 10%-ige Losung in Wasser bei 25 °C zeigte nach 4
Monaten keinen Verlust an aktivem Sauerstoff; bei 50 °C
zeigte eine 10%-ige Losung nach 6 Monaten einen Verlust
an aktivem Sauerstoff von 3%.

Unter den organischen Verbindungen sind solche bevor-
zugt, die hydrophobe Eigenschaften aufweisen, wie beispiels-
weise die C,_2-Alkylradikale sowie solche, die die schnelle
Aufnahme des Peroxydiphosphatrests durch die Zelle er-
leichtern, wie Adenylyl-, Guanylyl-, Cytosylyl- und Thymy-
lylester.

Die Peroxydiphosphat-Verbindung kann oral oder syste-
misch verabreicht werden, um die iberméssige PTH-Sekre-
tion zu inhibieren.

Geeignete pharmazeutische Tréger fiir die orale Aufnah-
me sind beschichtete Tabletten, die aus einem Material gebil-
det sind, das bestindig gegeniiber Magenséuren bei den im
Magen herrschenden pH-Werten ist (etwa 1—3), da das Per-
oxydiphosphat durch diese Magensduren inaktiviert werden
wiirden. Die Carrier mit dem darin eingeschlossenen festen
Material aus tablettierten Granula des Peroxydiphosphor-
sduresalzes werden demgegeniiber von der Intestinalfliissig-
keit aufgeldst, die einen hoheren pH-Wert von etwa 5,5 bis
10 aufweist und die das Peroxydiphosphat nicht inaktiviert
und es damit der enzymatischen Einwirkung der Phosphata-
se iiberldsst, die in Menschen oder anderen warmbliitigen
Tieren vorhanden ist. Eine geeignete Losung zum Uberzie-
hen von Tabletten ist aus typischerweise etwa 40 — 50 und
vorzugsweise etwa 45 Gewichtsteilen, eines Fettsdureesters
wie N-Butylstearat, typischerweise etwa 15—25 und vor-
zugsweise etwa 20 Gewichtsteilen, eines Wachses wie Carnu-
bawachs, typischerweise etwa 20 — 30 und vorzugsweise 25
Gewichtsteilen, einer Fettsdure wie Stearinsdure, und typi-
scherweise etwa 5— 15 und vorzugsweise etwa 10 Gewichts-
teilen eines Celluloseesters wie Celluloseacetatphthalat, und
typischerweise etwa 400 —900 Gewichtsteilen eines organi-
schen Losungsmittels zusammengesetzt. Weitere geeignete

Uberzugsmaterialien schliessen Schellack und Copolymere
von Maleinsdureanhydrid und ethylenischen Verbindungen
wie Polyvinylmethylether ein. Derartige Uberziige sind ver-
schieden von Tabletten, die in der Mundhdohle abgebaut wer-
5 den und bei denen das Tablettenmaterial im typischen Falle
etwa 80 —90 Gewichtsteile Mannit und etwa 30 —40 Ge-
wichtsteile Magnesiumstearat enthdlt.
Tablettierte Granula des Peroxydiphosphatsalzes werden
durch Mischen von etwa 30 — 50 Gewichtsteilen des Peroxy-
10 diphosphatsalzes mit etwa 45— 65 Gewichtsteilen eines fe-
sten Polyhydroxyzuckers wie Mannit und Befeuchten mit
etwa 20— 35 Gewichtsteilen einer fliissigen Polyhydroxyzuk-
ker-Losung wie Sorbit, Sieben zum Dimensionieren, Vermi-
schen mit etwa 20 — 35 Gewichtsteilen eines Bindemittels wie
15 Magnesiumstearat und Verpressen der Granula zu Tabletten
auf einer Tablettiermaschine hergestellt. Die tablettierten
Granula werden durch Aufspriihen eines Schaums einer Lo-
sung des Uberzugmaterials beschichtet und zum Entfernen
des Losungsmittels getrocknet. Derartige Tabletten sind ver-
20 schieden sich von Dentaltabletten, die normalerweise aus
tablettierten Granula ohne einen speziellen Schutziiberzug
bestehen.
Eine wirksame Verabreichungsdosis von Peroxydiphos-
phat mit vorgeschriebenem Einnahmeschema betrégt bei
25 oraler Applikation etwa 0,1—6 g/kg Korpergewicht tiglich;
bei systemischer Applikation wie intramuskulérer, intraperi-
tonealer oder intravenoser Injektion betrigt die Dosis etwa
0,1 —2 g/kg Korpergewicht taglich.
Physiologisch akzeptable, pyrogenfreie Losungsmittel
30 sind geeignete Triger zur systemischen Verabreichung in an
sich bekannter Weise. Salzldsung, mit Phosphat auf einen
physiologischen pH-Wert von etwa 7—7,4 gepuffert, ist der
bevorzugte Triger fiir die systemische Verabreichung. Der-
artige Losungsmittel sind verschieden von Wasser-Netzmit-
35 tel-Vehikeln die typischerweise in Zahnpflegemitteln verwen-
det werden. Eine derartige Lésung wird typischerweise her-
gestellt, indem man entionisiertes; destilliertes Wasser sterili-
siert, es unter Verwendung des Limulus-Amebocyt-Lysat-
(LAL)-Tests, beschrieben von Tsuji et al in «Pharmaceutical
40 Manufacturing», Seiten 35—41 (1984) auf fehlende Pyroge-
nitit untersucht, anschliessend einen Phosphatpuffer mit ei-
nem pH-Wert von beispielsweise etwa 8,5 — 10, hergestellt
aus pyrogenfreiem sterilen Wasser, 1 —100 mg Peroxydi-
phosphat-Derivat und Natriumchlorid bis zu einer Konzen-
45 tration von etwa 0,5—1,5 Gew.% hinzufiigt. Die Lésung
kann zur Verwendung in Ampullen abgefiillt werden, nach-
dem sie durch Passage durch einen Mikroporenfilter resteri-
lisiert wurde.
Alternativ kénnen Lésungen wie Ringer-LOsung mit ei-
s0 nem Gehalt an 0,86 Gew.% Natriumchlorid, 0,03 Gew.%
Kaliumchlorid und 0,033 Gew.% Calciumchlorid verwendet
werden.
Das nachfolgende Beispiel zeigt, dass Peroxydiphosphat-
Verbindungen (PDP) die Freisetzung von Calcium aus Kno-
ss chen aufgrund von PTH-Sekretion inhibieren kénnen.

Beispiel
Wirkung von PDP auf PTH induzierte
Knochenresorption in Knochenkultursystemen
Det Test, bei dem aus Rinderparathyreoiddriisen isolier-
tes PTH (erhalten von Bohringer-Mannheim) die Resorp-
tion von Knochen in einem Knochenkultursystem induziert,
wurde verwendet, um festzustellen, ob PDP die PTH-Aktivi-
65 tit bei der Knochenresorption desaktiviert.
Knochenkulturen von RattenfSten wurden wie von
Raisz, in J. Clin. Invest. 44, Seiten 103 —116 (1965) beschrie-
ben, hergestellt, indem man Ratten am 18. Tag der Tréchtig-

60
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keit “CaCl, injizierte. Die Ratten wurden am 19. Tag getotet
und Radii und Ulnae der Embryonen mit Knorpelenden ent-
nommen und zum Kultivieren in BGJ-Medium (Gibco, Buf-
falo, NY) bei 37 °C mit 5% CO, gebracht. Das Medium
wurde mit 5% erwidrmtem (3 Stunden lang bei 57 °C) fota-
lem Kalbsserum ergéinzt. Jeweils 4 Knochen wurden in eine
Vertiefung eines Tabletts mit 24 Vertiefungen (Nunc, Gibco)
eingebracht, wobei jede Vertiefung 0,5 ml Medium enthielt.
Die Freisetzung von “*Ca in das Kulturmedium aus Kno-
chen, die in Gegenwart einer Testsubstanz inkubiert waren,
wurde verglichen mit der Freisetzung aus Knochen, die in

4

Kontrollmedium inkubiert waren; die Ergebnisse der Kno-
chenresorption wurden als Relation ausgedriickt.
PTH wurde mit steriler Rinderserumalbuminlésung ver-
diinnt. PTH wurde bei 37 °C mit verschiedenen Konzentra-
5 tionen von PDP als Tetrakaliumsalz behandelt. Das iiber-
schiissige PDP wurde durch Membrandialyse (maximales
Molekulargewicht 3500) entfernt. Dabei kann das nicht-
umgesetzte PDP nach aussen diffundieren wihrend das PTH
mit einem Molekulargewicht von mehr als 3500 innerhalb
10 des Beutels zuriickgehalten wird. Die erhaltenen Daten sind
in der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben.

Tabelle
Behandlung Anzahl der % *Ca Wiederge- Test/Kontrolle  Sig.
Ratten winnung+S.D.

1. Kontrolle (Rinderserumalbumin) 6 10,634+0,7
2. 1 pg(meg)/ml PTH 6 22,03+3,89 2,07+0,37
3.1 pg/ml PTH

+1000 pg/mi PDP 6 9,03+2,09 0,4140,09 95%
4.1 pg/ml PTH +

150 pg/ml H20, 6 13,68 40,98 0,6210,04 95%

Die in der Tabelle wiedergegebenen Daten zeigen, dass
PTH verglichen mit der Kontrolle (Rinderserumalbumin)
die Knochenresorption induziert, vgl. Nr. 1 gegeniiber Nr. 2.
Wird PTH mit PDP behandelt, so wird die Knochenresorp-
tion signifikant gesenkt, vgl. Nr. 2 gegeniiber Nr. 3. Dariiber
hinaus ist Wasserstoffperoxid in einer Menge, die eine dqui-
valente Menge Sauerstoff liefert wie PDP bei der Senkung
der durch PTH verursachten Knochenresorption weniger
wirksam als PDP, vgl. Nr. 3 gegeniiber Nr. 4.

25
Die obigen Ergebnisse sind reprisentativ fiir die Wir-

kung des PDP-Tetrakaliumsalzes und anderer nicht-toxi-
scher wasserloslicher, pharmazeutisch akzeptabler PDP-
Salze wie anderer Alkalimetallsalze, Erdalkalimetallsalze,

30 des Zink- und Zinnsalzes sowie der C;_>-Alkyl PDP-Salze
und anderer organischer PDP-Verbindungen, insbesondere
einschliesslich der Adenylyl-, Guanylyl-, Cytosylyl- und
Thymylylester und quaterndrer Ammonium-PDP-Salze zur
Inhibierung der PTH-Sekretion bei Ratten und Sdugern im

35 allgemeinen.
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